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ANTICORPS MONOCLONAUX DIRIGES CONTRE LA PROTEINE 
5 G3BP, ET LEURS UTILISATIONS 

La presente invention conceme des anticorps monoclonaux diriges 
contre la proteine G3BP ainsi que les lignees cellulaires les produisant. L'invention 
concerne egalement l'utilisation de ces anticorps ou de leurs derives pour I'obtention 
10 de medicaments et de reactifs de diagnostique. 

Les produits des genes ras, generalement designes proteines p21Ras, jouent un 
role cle dans le controle de la division cellulaire chez tous les organismes eucaryotes 
ou ils ont ete recherches. Certaines modifications specifiques de ces proteines leur 
font perdre leur controle normal et les conduisent a devenir oncogeniques. Ainsi, un 
15 grand nombre de tumeurs humaines ont ete associees a la presence de genes ras 
modifies. De meme, une surexpression des proteines p21Ras peut conduire a un 
dereglement de la proliferation cellulaire. Globalement, les proteines p21Ras sont 
impliquees dans 30% des cancers humains. 

La comprehension du role exact de ces proteines p21Ras constitue done un des 
20 objectifs cibles de la recherche dans le domaine de l'oncologie. 

Le modele dont on dispose actuellement pour expliquer le fonctionnement des 
proteines p21Ras repose sur des analogies qu'elles partagent avec les proteines G de 
transduction. II existe dans les cellules un equilibre entre les proteines p2 1 actives, 
liees a du GTP et les formes inactives, ayant fixe du GDP. Dans une cellule 
25 quiescente, ou les proteines Ras ne sont pas sollicitees, la majorite d'entre elies sont 
sous forme GDP. Lorsque la cellule est stimulee, le facteur d f echange des nucleotides, 



WO 99/65947 



PCT/FR99/01453 



2 

GEF, devient plus actif et facilite l'evacuation du GDP et son remplacement par du 
GTP. La proteine adopte alors une conformation active qui lui permet de reconnaitre 
et de stimuler son effecteur, la proteine GAP "GTPase activating protein". Le 
complexe Ras-GTP-GAP interagit vraisemblablement a son tour avec une ou d'autres 
5 proteine(s) permettant ainsi la transmission du signal qui entraine une reponse 
biologique de la cellule. L'association de Ras-GTP avec GAP declenche 
simultanement 1'hydrolyse du GTP et le retour de la proteine Ras vers la forme 
inactive, GDP. 

Dans le cas des proteines p21Ras oncogenes, la mutation qu'elles portent 
1 0 empeche le retour a l'etat inactif. L'equilibre est dans ce dernier cas, deplace vers la 
forme active de Ras. 

Cet equilibre complexe entre les formes active et inactive des p21Ras est 
controle a la fois par des facteurs inherents aux proprietes biochimiques des proteines 
Ras (affinite relative pour le GDP et le GTP, vitesse d'echange des nucleotides ...) et 
1 5 des facteurs externes modulant leur activite comme notamment la proteine GAP. 

La proteine GAP est une proteine cytosolique presente chez tous les 
organismes eucaryotes qui possede done la faculte d'accelerer fortement l'hydrolyse 
du GTP, lie a la proteine p21 normale ( Trahey et Mc Cormick 1987). Elle possede 
deux domaines assurant des fonctions distinctes. Son extremite carboxy-terminale 
20 porte l'activite catalytique qui fixe les proteines Ras et augmente leur activite GTPase. 
Sur son autre extremite, en aval de la partie amino-terminale, se trouve une 
juxtaposition de domaines SH2 et SH3 qui sont susceptibles de participer a des 
interactions avec d'autres proteines. 

La demanderesse a deja identifle une proteine supplementaire dans la 
25 cascade de la signalisation Ras-dependante. Ainsi, la demande W096/16169 decrit 
Tidentification, le clonage, le sequengage et la caracterisation d'une proteine capable 
de Her le domaine SH3 de GAP, designee G3BP ("GAP-SH3 Binding Protein"). Cette 
demande montre en particulier que G3BP est un effecteur de GAP, c*est-a-dire un 
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partenaire intervenant en aval dans la voie de signalisation Ras-dependante. Ainsi, 
l'article de Parker et al (Mol. Cell. Biol. 16 (1996) 2561) decrit la sequence de cette 
proteine, sa capacite a lier GAP, etc. Cette proteine constitue une nouvelle cible 
majeure dans la mise au point d'approches therapeutiques anti-cancereuses. 

5 La proteine G3BP est une proteine cytosolique de 68 kDa exprimee de fagon 

ubiquitaire. La sequence de la proteine G3BP et du gene correspondant sont 
presentees dans les SEQ ID n°l et SEQ ID n° 2. Cette proteine de 466 acides amines 
appartient a la famille des hnRNP (heterogeneous nuclear RiboNucleoproteins) et 
contient plusieurs domaines caracteristiques des proteines qui se lient a TARN : 

10 - un domaine RRM (aa 342-385) avec les domaines RNP2 (aa 342-347) et 

RNP1 (aa 378 a 385) 

- un domaine riche en acides amines Arginine , Glycine (aa 429 a 461 ) 

- un domaine auxiliaire acide (aa 144 a 221) 

La demanderesse s'est maintenant interessee au mecanisme d'action de la 
15 proteine G3BP. Dans cette optique, la demanderesse a obtenu differents anticorps 
diriges contre different domaines de la proteine G3BP afin d'antagoniser l'activite de 
G3BP ou de constituer des effecteurs de G3BP. 

La presente invention repose d'une part sur la mise en evidence d'une 
surexpression de la proteine G3BP dans les cellules tumorales et dans les tumeurs 

20 humaines (adenocarcinome du colon, et tumeur du sein) et d'autre part sur la 
decouverte surprenante que certains anticorps diriges contre la proteine G3BP sont 
capables d'induire Tapoptose dans les cellules tumorales humaines. De maniere 
inattendue, il a ete constate que ces anticorps induisent Tapoptose dans les cellules 
tumorales dans lesquelles la proteine G3BP est surexprimee mais se revelent non 

25 toxiques dans les cellules humaines normales, ou G3BP est faiblement exprimee. 
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Un premier objet de V invention concerne des anticorps monoclonaux diriges 
contre la proteine G3BP et capables d'induire l'apoptose dans differents types de 
cellules tumorales. 

Plus particulierement, l'invention a pour objet des anticorps monoclonaux 
5 capables de reconnaitre un epitope situe dans la partie N-terminale de la proteine 
G3BP. De maniere avantageuse, il s'agit d'un epitope compris entre les acides amines 
situes aux positions 1 et 144 de la proteine G3BP et de preference il s'agit d'un 
epitope compris entre les acides amines situes aux positions 1 a 72 de la proteine 
G3BP. De preference encore, il s'agit d'un epitope compris entre les acides amines 
1 0 situes aux positions 22 a 55 de la proteine G3BP, et plus preferentiellement encore 
d'un epitope constitue par les acides amines situes aux positions 22-34. 

Dans un mode particulierement avantageux, la presente invention concerne 
des anticorps designes par Fappellation Mab 1F1 et secretes par la lignee 
d'hybridome G3B 1F1 1D1 deposee le 9 juin 1998 aupres de la C.N.C.M. sous le 
15 numero 1-2038 . 

L 'invention englobe egalement les anticorps derives des anticorps 
monoclonaux definis ci-avant. Au sens de la presente invention, on entend par 
anticorps derives toute molecule qui comprend l'idiotype des anticorps monoclonaux 
selon l'invention et notamment les anticorps chimeriques, les anticorps simple chaine 

20 et les fragments Fab. De tels anticorps chimeriques peuvent etre obtenus selon les 
techniques decrites par Morrison et al., J. Bacteriol. 159 : 870 (1984) ; Neberger et al., 
Nature 312:604-608 (1984) ; Takeda et al., Nature 314:452-454 (1985), incorporees a 
la presente par reference. Les fragments Fab qui contiennent Fidiotype des anticorps 
selon l'invention peuvent etre generes par toute technique connue de 1'homme du 

25 metier. Par exemple de tels fragments component de maniere non limitative : le 
fragment F(ab') 2 , fragment qui peut etre produit par digestion par la pepsine de 
1'anticorps ; les fragments Fab' qui peuvent etre obtenus par reduction des ponts 
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disulfide du fragment F(ab)2 , et les fragments Fab qui peuvent etre produits par 

traitement de 1'anficorps avec la papaYne et un agent reducteur. 

L'invention a egalement pour objet des anticorps simple chaine ScFv derives 
des anticorps monoclonaux definis ci-avant. De tel anticorps simple chaine peuvent 
5 etre obtenus selon les techniques decrites dans les brevet US 4,946,778, US 5,132,405 
et US 5,476,786. 

L'invention concerne egalement une sequence d'acides nucleiques 
comprenant un gene codant pour un anticorps simple chaine derive des anticorps 
monoclonaux decrits ci-avant. L'obtention de telles sequences et leur utilisation pour 
10 l'expression in vivo d'anticorps a ete decrite dans la demande WO 94/29446 
incorporee par reference a la presente. 

L'invention a egalement pour objet des vecteurs viraux ou plasmidiques 
contenant une sequence d'acide nucleique codant pour un anticorps simple chaine 
derive des anticorps monoclonaux decrits ci-avant. Plus particulierement, les 
1 5 vecteurs de l'invention sont d'origine virale, tels que les retrovirus, les adenovirus, les 
virus adeno-associes, le virus de l'herpes, le virus de la vaccine, le virus HSV, etc. 

L'invention concerne egalement l'utilisation de sequences d'acides 
nucleiques codant pour ces ScFv ou de vecteurs les incluant pour la preparation de 
compositions pharmaceutiques destinees au traitement chirurgical ou therapeutique du 
20 corps humain ou animal. Elle concerne aussi toute composition pharmaceutique 
comprenant un vecteurs, notamment viral, ou une sequence d'acides nucleiques tels 
que definis ci-avant. 

L'invention a egalement pour objet les lignees d'hybridomes susceptibles de 
secreter les anticorps monoclonaux selon l'invention. 

25 L'invention a plus particulierement pour objet la lignee d'hybridome G3B 

1F1 1D1 secretant 1 'anticorps Mab 1F1 deposee le 9 juin 1998 aupres de la Collection 
Nationale des Cultures de Microorganismes (C.N. CM.) sous le numero 1-2038. 
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L' invention concerne egalement un procede de production d' anticorps 
monoclonaux capables d'induire I'apoptose dans differentes lignees tumorales 
comprenant (1) la fusion de cellules spleniques d'un animal immunise a l'aide de la 
proteine G3BP ou d'un fragment comprenant au moins une partie du domaine N- 
5 terminal (aa 1-144), avec des cellules myelomateuses dans des conditions permettant 
la formation d'hybridomes ; (2), la detection et l'isolement de ceux desdits 
hybridomes qui secretent des anticorps monoclonaux capables d'induire Fapoptose 
dans differentes lignees tumorales. 

L 'invention concerne egalement l'utilisation des anticorps definis ci-avant 
10 pour I'obtention de medicaments. L'invention concerne plus particulierement 
l'utilisation desdits anticorps pour I'obtention d'un medicament destines au traitement 
ou a la prevention des desordres hyperproliferatifs. 

L'invention a egalement pour objet des compositions pharmaceutiques 
comprenant une quantite therapeutiquement efficace des anticorps selon l'invention, 
15 eventuellement melanges a un support pharmaceutiquement acceptable, ladite 
quantite etant therapeutiquement efficace pour induire 1'apopotose dans des cellules 
tumorales. 

Les anticorps selon l'invention peuvent egalement etre utilises comme reactif 
de diagnostic pour identifier ou doser la proteine G3BP. En effet, il a ete constate que 
20 la proteine Q3BP est surexprimee dans les cellules tumorales et que cette 
surexpression constitue un marqueur dans les phenomenes de proliferation cellulaire. 
Ces anticorps sont done particulierement utiles pour diagnostiquer des maladies 
hyperproliferatives entrainant une surexpression de la proteine G3BP. 

L'invention a done egalement pour objet Tutilisation des anticorps 
25 monoclonaux definis ci-avant comme reactif de diagnostique ainsi qu'un kit de 
diagnostic immunologique comprenant lesdits anticorps monoclonaux. 
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Les anticorps peuvent etre couples a des marqueurs chromogenes, 
fluorescents, biotinyles, radioactifs ou autres ... Les anticorps peuvent etre utilises 
dans des methodes d'immunornarquage en immunohistochhnie, en cytometric de 
flux, pour des dosages radioimmunologiques (RIA) ou immunoenzymatiques 
5 (ELISA) et dans tout type de kits de diagnostic connu. 

Les anticorps selon Finvention ont egalement permis de realiser une etude 
fonctionnelle de la proteine G3BP. En particulier, cette etude fonctionnelle a conduit 
a F identification de nouveaux peptides derives de la proteine G3BP et qui presentent 
une activite apoptotique. A cet egard, Finvention a egalement pour objet de nouveaux 
10 peptides derives de la proteine G3BP et capable d'induire Fapoptose. De preference, 
les peptides selon Finvention comprennent le fragment N-terminal, et de preference 
encore ces polypeptides comprennent au moins le domaine correspondant aux 14 
premiers acides amines de la proteine G3BP. 

Outre les dispositions qui precedent, la presente invention comprend 
15 egalement d'autres caracteristiques et avantages qui ressortiront des exemples qui 
vont suivre, et qui doivent etre consideres comme illustrant Finvention sans en limiter 
la portee 

LEGENDES DES FIGURES 

20 Figure 1 : Identification par Western Blot des differents domaines de G3BP 

reconnus par Fanticorps Mab 1F1 

Figure 2 a et 2 b : Comparaison du niveau d'expression de la proteine G3BP 
dans differentes lignees cellulaires. 

Figure 3 : Effet de la microinjection d'anticorps Mab 1F1 dans les cellules 
25 HCT116. 
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Figure 4 : Comparaison de sequences entre les proteines humaines G3BP et 

G3BP2. La comparaison des sequences N-terminales fait ^ppnraitre plusieurs 
differences mises en evidence par les tremas. 

MATERIELS ET METHODES 

5 Lignees cellulaires utilisees 

HCT1 16: cellules epitheliales issues de carcinome de colon humain presentant 
un gene Ki-ras mute et une mutation du gene suppresseur de tumeur DCC. Milieu de 
culture requis : DMEM, 10% Serum de veau foetal, 1% Penicilline/ Streptomycine, 
1% Glutamine. 

10 Hke-3 et HK2-6 : cellules HCT116 modifiees par deletion du gene Ki-ras et 

qui, de ce fait ont perdu leur pouvoir tumorigene. (ref: Shirasawa,..Sasazuki. (1993) 
Science 260, 85-88). Milieu de culture requis : DMEM, 10% Serum de veau foetal, 
400ng/ml Geneticine, 1% Penicilline/ Streptomycine, 1% Glutamine. 

H460 : cellules epitheliales issues de carcinome pulmonaire non a petites 
1 5 cellules humain presentant un gene Ki-ras mute. Milieu de culture requis : DMEM, 
10% Serum de veau foetal, 1% Penicilline/ Streptomycine, 1% Glutamine. 

HI 299 : provenance ATCC. Cellules epitheliales issues de carcinome 
pulmonaire humain presentant un gene N-ras mute et une deletion du gene p53. 
Milieu de culture requis : DMEM, 10% Serum de veau foetal, 1% Penicilline/ 
20 Streptomycine, 1% Glutamine. 

HeLa : cellules epitheliales issues de carcinome humain du col de Tuterus ne 
presentant pas de mutation des genes ras. Milieu de culture requis : DMEM, 10% 
Serum de veau foetal, 1% Penicilline/ Streptomycine, 1% Glutamine. 



25 



HT-29 : provenance ATCC. Cellules epitheliales issues de carcinome de colon 
humain presentant une mutation du gene p53 mais pas de mutations des genes ras. 
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Milieu de culture requis : DMEM, 10% Serum de veau foetal, 1% Penicilline/ 
Streptomycine, I % Glutamine. 

DLD-1 : provenance ATCC. Cellules epitheliales issues de carcinome de 
colon humain presentant une mutation du gene Ki-ras et du gene p53. Milieu de 
5 culture requis : DMEM, 10% Serum de veau foetal, 1% Penicilline/ Streptomycine, 
1% Glutamine. 

T47 : provenance ATCC. Cellules isolees a partir d'effusion pleurale d'une 
patiente atteinte de carcinome mammaire. Milieu de culture requis : RPMI, 10% 
serum de veau foetal, 1% Penicilline/ Streptomycine, 1% Glutamine. 

10 BT20 : Cellules issues de carcinome mammaire humain. Milieu de culture 

requis : RPMI, 10% serum de veau foetal, 1% Penicilline/ Streptomycine, 1% 
Glutamine. 

MCF-7 : Cellules issues de carcinome mammaire humain. Milieu de culture 
requis : RPMI, 10% serum de veau foetal, 1% Penicilline/ Streptomycine, 1% 
1 5 Glutamine. 

T24 : provenance ATCC. Cellules issues de carcinome humain de la vessie, 
presentant une mutation du gene Ha-ras. Milieu de culture requis : RPMI, 10% serum 
de veau foetal, 1 % Penicilline/ Streptomycine, 1% Glutamine. 

NHDF : provenance Boerhinger Ingelheim. Normal Human Dermal 
20 Fibroblasts (adult) en culture primaire ne presentant pas de genes mutes. Milieu 
requis du fournisseur. 



EXEMPLES 



Exemple 1 : Obtention des anticorps monoclonaux 
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1.1 - Production de la proteine G3BP 

Les cultures de cellules SF9 ont ete realisees selon le protocole decrit dans 
Parker et al (Mol. Cell Biol. 16 (1996) 2561). Les cellules sont lysees en presence de 
tampon HNTG (50 mM d'Hepes, pH 7,5, 150 mM de NaCl, 1 % de Triton XI 00, 10 
5 % de Glycerol, ImM de %gC12, ImM d'EGTA; en presence d'inhibiteurs de 
phosphatases (ImM Na3V04, lOmM de Na4P207, 10 mM de NaF) et d'inhibiteurs 
de proteases (l|ig/ml de leupeptine, 1 ng/ml d'inhibiteur de trypsine, 1 ng/ml de 
pepstatine A, 2 fig/ml d'aprotinine, 10 |ig/ml de benzamidine, 1 mM de 
phenylmethanesulfonyle fluorure, 1 ng/ml d'antipaine, 1 ng/ml de chymostatine). Le 

10 lysat est centrifuge (15,000 g, 15 min.) et dilue 5 fois dans du tampon de lavage HG 
(50 mM Hepes pH 7.5, glycerol 10 %, 1 mM EGTA, en presence d'inhibiteurs de 
phosphatases et d'inhibiteurs de proteases). Le lysat est ensuite incube 12 heures en 
presence du gel Heparin-Sepharose Fast Flow gel (Pharmacia LKB) a raison de 15 mg 
de proteines par millilitre de gel, equilibre dans le meme tampon (50 mM Hepes, 

15 0.030 M NaCl, 0.2 % Triton X100, glycerol 10 %, MgC12 1 mM, 1 mM EGTA). Le 
complexe est transfere dans une colonne K26 Pharmacia. La colonne est lavee avec 
10 volumes de tampon d'equilibration (50 ml/heure), puis les proteines sont eluees en 
tampon NaCl 100 mM puis en tampon NaCl 600 mM. Les fractions contenant 
Tactivite de liaison GAP-SH3 sont rassemblees, diluees 10 fois en tampon HG et 

20 chargees sur une colonne d'agarose-polyribouridylic acid AGPOLY(U), (colonne de 
type 6, 19 cm 2 x 1 cm, Pharmacia) a raison de 1.3 mg de proteines par millilitre de 
gel. La colonne est pre-equilibree dans le meme tampon avec un debit de 5 ml / cm** h" 
1 . Apres lavage en tampon HNG (60 mM NaCl), les proteines contaminantes sont 
eluees avec 229 ml d'un tampon en gradient lineaire de 0.06 a 0.32 M NaCl, et la 

25 proteine G3BP est eluee en presence de NaCl 0.7 M. A Tissue de la chromatographic 
POLY(U), les fractions contenant la proteine G3BP sont rassemblees, diluee 12 fois 
en presence de tampon phosphate pH 7.5 + inhibiteurs de proteases) et chargees sur 
une colonne MonoS HR5/5 1 ml (Pharmacia), pre-equilibree dans le meme tampon 
contenant 60 mM NaCl, a un debit de 30 ml h" 1 . Apres rin^age de la colonne, les 
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proteines sont eluees avec 40 ml d'un tampon en gradient lineaire de 0.06 a 1 M NaCl. 

La proteine G3BP est eluee entre 0.1 5 M et 0.2 M NaCl. 

1.2 - Protocole d' immunisation des souris 

Des souris femelles BALB/c agees de 6 semaines ont recu une injection 
5 intraperitoneale de 25 ug de G3BP au jour JO de 1' immunisation. Une deuxieme 
injection intraperitoneale a ete faite au jour J14 de l'immunisation puis une troisieme 
et quatrieme injections aux jours J45 et J80. Une cinquieme injection (10 ug de 
proteine G3BP) est a ete faite par voie intra-veineuse au jour J 165 et les splenocytes 
ont ete extraits trois jours plus tard et fusionnes. Les splenocytes ont ete fusionnes 
10 avec des cellules murines de myelome SP2/0-Agl4 d'une part et X63Ag8/653 
d'autre part. Le rapport splenocytes/cellules de myelome est de 5 : 1. L'hybridation 
lymphocytaire est faite en presence de polyethyleneglycol PEG pm 1500 
(concentration finale 40 %). II a ete prepare 16 plaques de 96 puits en presence de 
10.000 macrophages peritoneaux de souris Balb/C par puits. Les quantites de 
15 splenocytes utilisees varient entre 2,5 10 4 et 10 5 cellules par puits. Le milieu utilise 
contient RPMI 1640 (Biowhittaker et Gibco), 2 mM glutamine, 1 mM sodium 
pyruvate, HAT, hypoxantine 100 mM, aminopterine 0.4 uM, thymidine 16 uM, 220 
% serum de veau foetal decomplemente, penicilline 100 U/ml, streptomycine 100 
ug/ml. 

20 Les premiers clones apparaissent trois jours apres la fusion, le milieu est 

change sept jours apres la fusion, enfin 10 jours apres la fusion, 5000 macrophages 
sont ajoutes par puits. Les puits dans lesquels un seul hybridome a pousse sont 
identifies et les sumageants sont preleves pour le criblage. 

Les sumageants d'hybridome issus de la fusion sont cribles par Western Blot. 
25 Des extraits cellulaires (50 ug) de cellules ER22 et de cellules HCT1 16, la proteine 
G3BP recombinante ainsi qu'une proteine controle SAM68 ont ete soumis a une 
electrophorese sur gel de polyacrylamide a 7,5 % de dodecyl sulfate de sodium (SDS- 
PAGE) puis transferes sur une membrane de difluorure de polyvinylidene (PVDF 
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Millipore Corpo.). La liaison non specifique est bloquee par 2 % de lait ecreme dans 
du tampon ECL (20 mM Tris, pH 7.4, 1 50 mM NaCl, 0.05 % de Tween 20) pendant 2 
heures, a temperature ambiante. 

Les membranes sont ensuite incubees avec les differents surnageants dilues 
5 au 1/50 erne dans le tampon bloquant pendant une nuit a 4 °C. Apres lavage avec le 
tampon ECL - 0.05 % Tween 20, les proteines liees sont detectees par incubation avec 
un anticorps anti-souris conjugue a une peroxidase et du reactif chemiluminescent 
ECL (NEN Life Science Product). 

Trois hybridomes ont ete retenus a Tissue de ce criblage. II s'agit des 
10 hybridomes G3B 1E1,G3B 1F1 1D1 et G3B1 1H7. 



Exemple 2 - Identification de l'epitope reconnu par Tanticorps Mab 1F1. 

Differents fragments de la proteine G3BP ont ete produits dans un systeme 
d' expression en cellule d'insectes (SF9) infectees par un baculovirus recombinant 
15 selon la technique decrite dans Parker et al (Mol. Cell. Biol. 16 (1996) 2561). II s'agit 
des fragments « 1 » (aa 72 - 350), « 2 » (aa 72 - 235), « 3 » (aa 144 - 341), « 4 » (aa 
236 - 350), et « 5 » (aa 299 - 466). Des experiences de Western blot ont ete realisees a 
partir de ces fragments produits en systeme baculovirus . 

2.1 - Detection des proteines par Western Blot 

Apres elimination du milieu de culture, les cellules en proliferation sont 
lavees deux fois en tampon phosphate a 4 °C. La lyse est effectuee directement sur les 
boites de culture en presence de 1 ml de tampon HNTG (HEPES pH 7,5 50 mM, 
NaCl 150 mM, Triton X-100 1 %, glycerol 10 %, MgC12 ImM, 1 mM + inhibiteurs 
de phosphatases (Na 3 V0 4 1 mM, Na 4 P2O7 10 mM, NaF 10 mM) + inhibiteurs de 
proteases (leupeptine 1 |ig/ml, inhibiteur de trypsine 1 ng/ml, pepstatine A 1 ng/ml, 
benzamidine 10 ng/ml, phenylmethylsulfonyl fluoride ImM, antipaine 1 Mg/ml 



20 



25 
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chymostatin 1 |ig/ml). Les proteines sont separees sur gel d'electrophorese acrylamide 
Sodium Dodecyl-Sulfate (SDS)-Polyacrylamide (PAGE) de 7,5 % (16 heures, 60 
volts) les proteines sont ensuite transferees sur membrane de polyvinylidene 
difluoride (PVDF) Millipore Corp.) par une methode de transfert semi-liquide. Le 
5 transfert est realise a 4 °C, pendant 3 heures, sous tension de 60 volts, dans un tampon 
de transfert Tris Base 25 raM, Glycine 192 , SDS 0.15 % methanol 20 %. La 
membrane est rincee en PBS puis saturee dans du PBS additionne de 0.05% de tween 
20 et de 2 % de lait ecreme pendant 2 heures a temperature ambiante. La membrane 
est incubee pendant 12 h a 4 °C, dans un tampon ECL (20 mM TRIS, pH 7.4, 150 

1 0 mM NaCl) + 0.05 % Tween 20 + 2 % lait ecreme, contenant le premier anticorps. 
L'anticorps MAB 1F1 est dilue au 1/10000 erne. La membrane est ensuite rincee 4 ou 
5 fois pendant 10 minutes, a temperature ambiante dans un tampon ECL + 0.05 % 
Tween 20. Le second anticorps (anticorps anti-souris) est ensuite ajoute en presence 
de ECL + 0.05 % Tween 20 pendant 45 minutes a temperature ambiante. Les 

1 5 anticorps sont couples a la peroxydase qui permet la revelation des proteines par la 
technique de TEnhanced ChemiLuminescence (ECL). La membrane est rincee 4 ou 5 
fois dans du tampon PBS + 0.05 % Tween 20, incubee 1 minute dans le reactif ECL. 
La revelation est effectuee selon les recommandations du fournisseur (NEN Life 
Science Product). 

20 Les resultats sont presentes sur la figure 1 et montrent que T anticorps Mab 

1F1 permet la detection des fragments « 1 » (aa 72 - 350) et « 2 » (aa 72 - 235). Le 
fragment « 3 » (aa 144 - 341) central comportant une zone commune au fragment 
« 2 » n'est pas reconnu. Les fragments « 4 » (aa 236 - 350) et « 5 » (aa 299 - 466) ne 
sont pas non plus reconnus. 

25 Ces resultats montrent que l'epitope reconnu par l'anticorps Mab 1F1 est 

localise dans la region N- terminate de la proteine de G3BP, dans la zone 
correspondant aux 144 premiers acides amines et plus particulierement dans la zone 
comportant les 100 premiers amino acides situes en amont du domaine acide (aa 144 - 
221)de la proteine G3BP. 
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Exemple 3 : niveau d'expression de la proteine G3BP dans differentes 
lignees cellulaires. 

Le niveau d'expression de la proteine G3BP a ete etudie dans des tumeurs 
5 colorectales humaines et dans differentes lignees tumorales. 

3.1 - Niveau d'expression de G3BP dans diferentes lignees cellulaires 
humaines. 

Pour cette experience, les cellules en culture sont recoltees par scrapping et 
centrifugees 5 mn a 2000 t/mn pour les collecter en culot. Elles sont alors lysees dans 
10 un tampon Hepes 10 mM pH7.2, KC1 140 mM, MgC12 5 mM, NP40 0.2% et 
inhibiteurs de proteases pendant 45 mn a 4 °C. Les lysats sont centrifuges a 14 
OOOt/mn pendant 10 mn et les surnageants sont preleves. Un dosage de proteines est 
effectue et les surnageants sont denatures en tampon de Laemmli 4X et traites 1 0 mn 
a 95°C. 

15 L'equivalent de 50 jig de proteines des differents lysats est depose par puits 

d'un minigel SDS-PAGE Novex 10% d'acrylamide, 10 puits et 1.5mm d'epaisseur. 

Apres migration, electrotransfert sur membrane de PVDF, et passivation des 
membranes en tampon TTBS [TRIS 20 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, Tween 20 0.1 %, 
azide de sodium 0.02 %] contenant 3 % de BSA, les echantillons sont soumis a un 
20 Western-blot : 

Les membranes sont incubees pendant 2 heures avec Panticorps Mab 1F1 
dilue a 0.2jig/ml dans du tampon TTBS contenant 3% de BSA, elles sont ensuite 
rincees quatre fois avec du TTBS pendant 10 mn, puis incubees 1 heure avec un 
anticorps anti-souris marque a la peroxidase et a nouveau rincees quatre fois avec du 
25 TTBS pendant 10 mn. Les membranes sont ensuite revelees avec le kit ECL (chimie 
luminescence) NEN-Dupont sur film ECL Amersham. 
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Les resultats sont presentes a la figure 2 a. Le film obtenu montre la 
surexnression de la proteine G3BP dans toutes les lignees tumorales testees, par 
rapport a la lignee de fibroblastes normaux NHDF. Le niveau de cette surexpression 
est variable d'une lignee a F autre mais n'est pas dependant de l'etat deactivation des 
5 genes ras dans ces lignees ; les lignees cellulaires presentant un gene Ki-ras mute 
comme les HCT1 16, H460 ou DLD-1, expriment plus ou moins fortement la proteine 
G3BP et les lignees cellulaires ne presentant pas de mutation des genes ras comme les 
HeLa ou HT29, ont un niveau d'expression de G3BP tout aussi fort et variable. 

On peut neanmoins constater que les cellules HKe-3 et HK2-6 dans 
10 lesquelles le gene Ki-ras a ete delete, voient le niveau d'expression de G3BP 
diminuer par rapport aux cellules dont elles sont issues, les HCT1 16, sans pour autant 
qu'il y ait extinction de cette expression. 

Niveau d'expression de G3BP dans les biopsies humaines. 

Les prelevements de tissus sains ou tumoraux ont ete fixes sur lame. La 
1 5 solubilisation des echantillons est effectuee par un depot de 40 |il de tampon HNTG 
sur chaque lame au niveau du tissu.Les extraits sont centrifuges a 14000t/min pendant 
10 minutes et les surnageants sont preleves. Les proteines sont dosees et denaturees 
par du tampon de Laemmli 4X par un traitement a la chaleur 95 °C pendant 10 
minutes. 

20 Des echantillons de 20 a 30 \ig de proteines ont ete soumis a une 

electrophorese sur gel de polyacrylamide a 7,5 % de dodecyl sulfate de sodium (SDS- 
PAGE) puis transferes sur une membrane de difluorure de polyvinylidene (PVDF 
Millipore Corpo.). La liaison non specifique est bloquee par 2 % de lait ecreme dans 
du tampon ECL (20 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.05 % de Tween 20) pendant 2 

25 heures, a temperature ambiante. 

Les membranes sont ensuite incubees avec Fanticorps Mab 1F1 dilue a 0.2 
pg/ml dans le tampon bloquant pendant une nuit a 4 °C. Apres lavage avec le tampon 
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ECL - 0.05 % Tween 20, les proteines liees sont detectees par incubation avec un 
anticorps anti-souris conjugue a une peroxidase et du reactif chemiluminescent ECL 
(NEN Life Science Product) 

Les resultats presentes sur la figure 2 b montrent que la proteine G3BP est 
5 surexprimee dans les adenomes moyennement et bien differencies. 

Exemple 4 : Effet de la microinjection de l'anticorps Mab 1F1 sur la 
viabilite des cellules tumorales humaines. 

Cet exemple illustre la propriete des anticorps selon l'invention a induire 
1 0 1'apoptose dans differents types de cellules tumorales. 

L'anticorps monoclonal Mab 1F1 a ete injecte selon le protocole decrit ci- 
apres. La solution a injecter est dialysee contre du PBS, passee sur filtre 0.45jim 
UltraFree Millipore et centrifiigee (5 mn a 14000 rpm) avant d'etre introduite dans le 
rnicrocapillaire a l'aide d'une pointe effilee « microloader » (Roucaire). Le temps 
1 5 d'injection est regie de 0,1 a 0,3 seconde et la pression d'injection entre 50 hPa et 150 
hPa selon la taille des cellules. Environ 200 cellules ont ete injectees par condition. 

Les cellules HCT116, H460, H1299, HeLa ou HKe-3 ont ete microinjectees 
par 10 mg/ml d'anticorps monoclonal Mab 1F1 puis filmees et enregistrees par 
videomicroscopie (a 2 images par minute) pendant 3 jours apres injection. A la lecture 
20 du film, 1'evolution des cellules injectees est observable (divisions, morts cellulaires, 
changements morphologiques) et quantifiable (nombre de cellules se divisant ou 
mortes par heure). Seules les cellules qui se detachent du support apres condensation 
et fragmentation (evenements observables des cellules apoptotiques) sont comptees. 

Les resultats obtenus avec V injection de l'anticorps Mab 1F1 dans les cellules 
25 HCT 1 16 sont reportes dans la figure 3. On constate un pourcentage eleve de mort 



WO 99/65947 



PCT/FR99/01453 



17 

cellulaire induite a partir de douze heures apres 1' injection de l'anticorps Mab 1F1, 

avec un pic entre 24 et 48 heures. 

Des doses differentes d'anticorps Mab 1F1 ont ete testees dans les cellules 
HCT116. De 10 mg/ml a 3 mg/ml, l'effet d'induction de mort cellulaire est 
5 equivalent, c'est-a-dire que l'anticorps Mab 1F1 induit la mort cellulaire d'au moins 
50% des cellules injectees. A 1 mg/ml d'anticorps, l'effet est fortement diminue. 

Si les cellules HCT1 16 sont injectees par une immunoglobulin de souris a la 
concentration de 10 mg/ml comme controle, aucune mort n'est constatee et les 
cellules injectees continuent a se diviser normalement. 

10 Cet effet toxique de l'anticorps Mab 1F1 dans les cellules HCT116 a ete 

confirme par l'utilisation de la methode «TUNEL » en fluorescence, qui permet de 
detecter specifiquement les coupures dans l'ADN des cellules entrant en apoptose: 

Les cellules sont ensemencees sur des lamelles de verre quadrillees 
(cellocates-Roucaire) et placees dans des plaques 4 puits. 2 jours apres 

1 5 l'ensemencement, les cellules sont injectees sur ces lamelles par l'anticorps Mab 1F1 
ou avec une immunoglobuline de souris, comme controle, a 10 mg/ml. Apres 
injection, les cellules sont replacees a l'etuve pendant 40h. Elles sont alors fixees a la 
formaldehyde 4% pendant 15 mn, permeabilisees 5 mn au triton XI 00 a 0.2% et 
rincees plusieurs fois avec du tampon phosphate. On procede alors au double 

20 marquage pendant lh a 37°C avec : 

- un anticorps anti-souris marque au Texas Red dilue au 1/400, qui revelera les 
cellules injectees, 

- kit Boerhinger « In situ cell death detection » qui marquera specifiquement 
en vert, les coupures dans l'ADN des cellules apoptotiques. 

25 Les lamelles sont ensuite montees sur lames de verre en milieu de montage 

(Vectashield-Biosys). 
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A T observation en lumiere fluorescente, a Taide de filtres selectionnant les 
differentes couleurs, les cellules injectees d'une part et les cellules en apoptose 
d'autre part, sont comptabilisees. 

On obtient ainsi, dans 3 experiences independantes, entre 9 et 18% de cellules 
5 HCT116 mortes par apoptose au temps 40h. Dans les memes conditions, on ne 
constate la mort d'aucune cellule HCT1 16 injectee par T immunoglobulin controle. 

Les experiences d'enregistrement apres microinjection de Tanticorps Mab 
1F1, ont ete reproduites avec les cellules H460, HI 299, HeLa et HKe-3 avec des 
resultats similaires au graphe presente dans la figure 3 montrant qu'au moins 50% des 
1 0 cellules injectees meurent de 12 a 60h apres injection. 

Les experiences de marquage « TUNEL » ont ete realisees avec les cellules 
HCT116 et H460 et ont donne des resultats equivalents (de 9 a 18% des cellules 
entrant en apoptose 40 heures apres injection de Fanticorps). 

15 Exemple 5 : Effet de la microinjection de Fanticorps Mab 1F1 sur la 

viabilite et sur la proliferation des fibroblastes humains normaux NHDF 

5.1 - Effet de la microinjection de ranticorps Mab 1F1 sur la viabilite des 
fibroblastes humains normaux NHDF . 

Les experiences d'enregistrement des cellules NHDF en proliferation 
20 microinjectees par Tanticorps Mab 1F1 montrent qu'aucune mort cellulaire n'est 
constatee dans les 60h apres injection et que les cellules continuent a se diviser 
normalement. 

52 - Effet de la microinjection de Fanticorps Mab 1F1 sur la proliferation des 
fibroblastes humains normaux NHDF. 
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Les cellules normales en culture ont besoin de rapport en facteurs de 
croissance. Si elles sont privees de ces facteurs elles entrent dans une phase de « non- 
proliferation » dite de quiescence ou elles ne repliquent plus leur ADN et ne peuvent 
done plus incorporer la bromodeoxyuridine, un analogue de la thymidine ajoute dans 
5 le milieu de culture, que seules les cellules en proliferation peuvent incorporer dans 
leur ADN. 

Lorsqu'on microinjecte dans des cellules NHDF quiescentes, Panticorps Mab 
1F1 a la concentration de 10 mg/ml, et que Ton remet ces cellules dans un milieu 
contenant des facteurs de croissance et de la bromodeoxyuridine (BrdU), on constate, 
1 0 apres 24h de contact puis fixation et coloration a l'aide d'un anticorps anti-BrdU, une 
inhibition de 33% de la proliferation cellulaire. 

Cette inhibition est calculee en rapportant le pourcentage de cellules injectees 
par l'anticorps Mab 1F1 et qui ont incorpore la BrdU, au pourcentage de cellules 
injectees par une immunoblobuline de souris et qui ont incorpore la BrdU (controle). 

15 Un autre anticorps monoclonal anti-G3BP (11H7) a ete injecte dans les 

cellules NHDF dans les memes conditions. 



Anticorps injecte 


% d' incorporation BrdU 


Immunoglobuline de 
souris (IgG) 


44.7 


Mab 1F1 


29.7 


11H7 


30.3 



Tableau 1 : effet de l'injection d'anticorps specifiques 
de G3BP sur la croissance cellulaire de cellules NHDF 



20 
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On constate que T immunoglobulin n'empeche pas la proliferation cellulaire 
alors que l'anticorps 1 1 H7 a un effet similaire a celui de l'anticorps Mab IF 1 , a savoir 
qu'ils provoquent une inhibition de la proliferation de 32 a 33%. 

On attribue cette inhibition au blocage de la proteine G3BP endogene par 
5 l'anticorps Mab 1F1 ou 1 1H7. A cet egard il est interessant de noter que cet arret de 
proliferation n'est que temporaire dans les cellules normales NHDF et n'entraine en 
aucun cas la mort des cellules. En effet, les cellules reprennent leur cycle normal 
lorsque l'anticorps est naturellement degrade dans le cytoplasme (environ 40h apres 
l'injection). 

1 0 Les resultats presentes dans les exemples 4 et 5 montrent que l'anticorps Mab 

1F1 induit Fapoptose dans au moins 50% des cellules tumorales humaines testees 
dans lesquelles G3BP est surexprimee mais se revele non toxique lorsqu'il est injecte 
dans les cellules humaines normales, oil G3BP est faiblement exprimee. Cet effet 
dans les cellules tumorales n'est apparemment pas lie a l'etat d'activation des genes 

15 ras. Par ailleurs, l'anticorps Mab 1F1, provoque un arret temporaire - ou un retard - 
de la proliferation des cellules normales NHDF, lorsqu'il est injecte dans les cellules 
quiescentes. 

Exemple 6 - Clonage et expression d'une sequence cTADN codant pour un 
anticorps intracellulaire anti -G3BP a partir de rhybridome G3B 1F1 1D1. 

20 Cet exemple decrit le clonage et Fexpression d'une sequence d'acides 

nucleiques codant pour un anticorps intracellulaire reproduisant les proprietes de 
l'anticorps monoclonal Mab 1 F 1 . 

6.1 - Preparation de la sequence d'ADN . 

Une sequence d' ADN codant pour un anticorps intracellulaire (fragment ScFv) 
25 est preparee selon la technique decrite dans le brevet US 4,946,778. Cette sequence 
est ensuite placee sous le controle d f un promoteur fonctionnel dans les cellules 
mammifere. 
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Les ARN poly A sont isoles a partir d'une culture cellulaire de l'hybridome 
G3B 1F1 1D1, selon la technique decrite par Chirguin S.H. et al (Biochemistry 18, 
5294 (1979)). Ces ARN sont utilises pour une reaction de ReveFse-Transcription a 
Paide de primers murins formes d'hexanucleotides aleatoires. Les ADNc obtenus 
5 servent de matrice a deux reactions de PCR 

- 1'une destinee a amplifier le fragment variable de la chaine lourde (VH) avec 
des primers VH specifiques, 

- une deuxieme PCR permettant d'obtenir le fragment VL , en utilisant un 
melange de 10 primers derives des sequences murines. 

1 o Deux fragments de 340 bp et 325 bp sont ainsi obtenus et assembles grace a 

un linker qui permet un positionnement correct de TADNc de VH en 5' de celui de 
VL. PCR (Recombinant Phage Antibody System Mouse ScFv Module, Pharmacia, 
27-9400-01). 

La sequence d'acides nucleiques fusionnee VH-linker-VL est ensuite inseree 
15 dans un phagemide qui permet F expression de l'anticorps intracellulaire. Cette 
expression permet facilement 1' identification et la selection des anticorps 
intracellulaires qui reconnaissent correctement l'antigene. Cette etape est realisee en 
selectionnant les anticorps capables de reconnaitre G3BP en test ELISA 
(Recombinant Phage Antibody System Expression Module, Pharmacia, 27-9401-01). 

20 6.2 - Evaluation fonctionnelle de r anticorps intracellulaire modifie . 

La sequence qui code pour l'anticorps intracellulaire modifie anti-G3BP est 
isolee du phagemide par restriction, puis inseree dans le vecteur SV2 (Schweighoffer 
et al., Science, 256, 825-827 (1992)) ou pCDNA3 ( InVitrogen, V790-20). Le 
plasmide ainsi obtenu est appele pSV-ScFvG3BP ou pCDNA3ScFvG3BP. 
25 L'evaluation fonctionnelle peut etre realisee au moyen des tests decrits ci-dessous. 
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a) par microinjection dans les cellules mammiferes non immortalisees NHDF 
et dans des lignees transformees (HCT1 16, H460, Hke-3, H1299, Hela) en examinant 
l'apoptose dans les lignees transformees suivant les techniques decrites 
precedemment et en mesurant 1 'impact de l'anticorps intracellulaire anticorps sur la 

5 viabilite cellulaire par comparaison avec l'activite de l'anticorps Mab 1 F 1 . 

b) par un test de neo-resistance sur les lignees transformees et les cellules 
normales. Le plasmide pCDNA3G3BP est transfecte dans les lignees transformees 
(HCT116, Hke-3, H460, HI 299, Hela) ainsi que dans des cellules humaines non 
transformees. Trois jours apres transfection, les cellules transformees sont 

10 selectiormees en presence de geneticine . Dans ce test, l'anticorps simple chaine est 
compare a des fragments de G3BP (dont les sequences dacides nucleiques 
correspondantes sont incluses dans les memes vecteurs d'expression) qui inhibent la 
croissance des cellules tumorales. 

c) par l'inhibition de la formation de foyers. La capacite de l'anticorps simple 
1 5 chaine a inhiber la formation de foyers est realisee selon la technique decrite dans 

W094/29446. Pour les tests de diminution de la capacite tumorale, l'effet peut 
egalement etre recherche dans le cas de transformation par d'autres oncogenes que 
Ras. 

d) en recherchant l'impact de 1' expression de ce ScFv sur l'activite de liaison a 
20 l'ARN et/ou la coupure endonucleolytique de l'ARN par G3BP1 . En effet, l'apoptose 

induite par microinjection de l'anticorps monoclonal Mab 1F1 peut s'expliquer soit 
par la dissociation d'une interaction avec un partenaire proteique specifique, soit par 
une modification de l'activite de liaison a l'ARN et/ou de clivage 
endoribonucleolytique. L'anticorps ScFv obtenu peut egalement etre caracterise par sa 
25 capacite a modifier ces interactions. 

Exemple 7 : Identification d'un autre domaine de reconnaissance de 
l'anticorps Mab 1F1 sur la proteine G3BP1. Comparaison de sequences entre 
les proteines humaines G3BP et G3BP2 (ou G3BPh). 
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La proteine G3BP fait partie d'une famille de proteines dans laquelle se 
trouvent les proteines G3BP2 courte (AF 051311, Genbank) qui presente 60.9% 
d'identite au niveau nucleotidique, et 58.9% au niveau proteique avec G3BP , et la 
proteine G3BP2 longue (AB 014560, Genbank). La proteine G2BP2, forme longue, 
5 presente une insertion de 99 nucleotides en 790 dans la sequence de G3BP2 (forme 
courte). 

La comparaison des sequences proteiques entre les proteines G3BP et G3BP2 
fait apparaitre une conservation des principaux domaines de la proteine, a savoir : 

1 - une region N-Terminale (presentant des homologies avec la proteine 
1 0 NTF2, Nuclear Transport Factor 2), cible de l'anticorps monoclonal MablF 1 , 

2 - une region acide, 

3 - une region riche en motifs PXXP impliques dans les interactions proteines- 
proteines, 

4 - une region comportant des domaines RRM de reconnaissance a TARN, et 
1 5 des motifs auxilliaires, des boites « RGG »(arginine, glycine, glycine). 

De fa?on remarquable, l'anticorps monoclonal MablFl n'est pas capable de 
reconnaitre la proteine recombinante G3BP2 (forme courte) dans des experiences de 
Western-blot. La comparaison des sequences N-terminale fait apparaitre plusieurs 
differences mises en evidence par les tremas dans la figure 4. 

20 L 'utilisation de peptides recouvrants les differentes regions divergentes a 

permis de preciser le domaine de reconnaissance de l'anticorps sur la proteine G3BP. 

Dans un premier temps, la comparaison des sequences des proteines decrite ci- 
dessus a permis de synthetiser differents peptides (A-F) : 

Peptide A : LLNQAPDMLHRFY 
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acides amines 22-34 de la proteine G3BP 

Peptide B : LLNKAPEYLHRFY 

acides amines 22-34 de la proteine G3BP2 

Peptide C : HGGLDSNGKPADAV 
5 acides amines 42-55 de la proteine G3BP 

Peptide D : HGGVDASGKPQEAV 

acides amines 42-55 de la proteine G3BP2 

Peptide E : LLSNNNQALRRFMQ 

acides amines 97-1 1 1 de la proteine G3BP 
1 0 Peptide F : HNDIFRYQDEVFG 

acides amines 127-139 de la proteine G3BP 

Ces peptides ont ensuite ete testes : 

(i) pour leur capacite a reconnaitre l'anticorps MablFl dans un test ELISA , 

(ii) pour leur capacite a inhiber la reconnaissance de la proteine G3BP par 
1 5 l'anticorps MablFl dans des experiences de Western-blot. 

( i) Test des peptides A-F dans un test ELISA 

Les peptides en solution a lOmg/ml dans du tampon carbonate ( 0.1M, pH 9.6) 
ont ete fixes par adsorption pendant une nuit a 4°C sur des plaques 96 puits. Apres un 
lavage en PBS , les puits ont ete satures pendant 4 heures a temperature ambiante 
20 dans du tampon PBS/BSA l%. Apres trois lavages en PBS/Tween 0.05%, les 
differents puits ont ensuite ete mis en contact avec des dilutions de l'anticorps purifie 
MablFl dans du PBS/ BSA 0.2% ( 10 ng/ml a 1 pg/ml) pendant 1 heure a 
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temperature ambiante. Apres trois lavages en tampon PBS/Tween 0.05%, les puits ont 
ete incubes avec une dilution de l'anticorps anti-souris couple a la peroxydase 
(dilution 1/1000 dans PBS/BSA 0.2%) (Pharmacia) pendant 1 heure a temperature 
ambiante. Apres trois lavages en tampon PBS/Tween 0.05%, la reaction 
5 colorimetrique a ete developpee en melangeant : 10ml d'H 2 0, un comprime OPD, 
100ml de methanol, et 25 ml d't^C^. La reaction a ete arretee avec 50ml H2S04 4N, 
et la lecture spectrophotometrique a ete faite a 492nm (filtre de reference 620nm). 

Les resultats obtenus montrent que le peptide A est le plus reactif dans ce test 
et se revele capable de reconnaitre l'anticorps MablFl dans un test ELISA. Ces 
10 resultats indiquent que l'epitope reconnu par l'anticorps MablFl est sitae dans le 
domaine definit par les acides amines 22 a 34 de G3BP. Les memes experiences 
realisees avec l'anticorps 1E1 ont conduit a des resultats identiques. 

(ii) Test des peptides A-F pour leur capacite a inhiber la reconnaissance de la 
15 proteine G3BP par l'anticorps MablFl dans des experiences de Western-blot . 

La detection des proteines par Western-blot a ete realisee selon la technique 
decrite dans l'exemple 2 (2.1 : Detection des proteines par Western-blot). Pour les 
competitions, l'anticorps a ete pre-incube pendant deux heures a 37°C avec une 
dilution du peptide avant d'etre mis en contact avec la membrane. Pour chaque 
20 peptide, deux concentrations ont ete testees : exces molaire de 10 et de 100 par 
rapport a l'anticorps. La revelation a ensuite ete faite comme decrit dans Texemple 
2.1. 

Les resultats obtenus montrent que les peptides A et C sont capables de 
deplacer V interaction entre la proteine G3BP et l'anticorps MablFl ( principal ement 
25 avec un exces molaire 100X). 
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L'ensemble de ces resultats designent le peptide A (acides amines 22-34 de 
G3BP) et le peptide C (acides amines 42-55 de G3BP) comme correspondant a des 
domaines de G3BP intervenant dans la reconnaissance avec Fanticorps MablFl. 

La comparison de sequence entre G3BP et G3BP2 forme courte a done 
5 permis F identification de differents peptides et la mise en evidence de leur role dans 
le controle de l'apoptose par G3BP, ces resultats permettent d'envisager differentes 
applications et notamment Futlisation ces peptides pour de la moderation 
moleculaire, afin d'obtenir de petites molecules qui miment les effets de ces peptides 
ou de polypeptides les incorporant. Par ailleurs, ces peptides peuvent etre utilises pour 

1 0 deplacer une interaction de la proteine G3BP avec un partenaire cellulaire ; ce 
partenaire cellulaire peut etre G3BP lui-meme puisqu'il a ete montre que la proteine 
est capable de dimeriser, ce partenaire peut egalement etre un partenaire connu 
(RasGAP) ou un partenaire nouvellement identifier. A cet effet, ces peptides couples a 
une resine peuvent etre utilises pour la recherche de partenaire cellulaire de G3BP. 

1 5 Enfln, un criblage de molecules d'interet therapeutique peut etre etabli sur la base de 
F inhibition d'une interaction proteine-proteine. 

Exemple 8, Construction de fragments de G3BP1 et activite apoptotique de ces 
fragments. 

20 

Au vu des resultats obtenus dans F exemple 7, des plasmides permettant 
Fexpression de fragments N-terminaux de G3BP ont ete constants en vue de tester 
F activite apoptotique de ces fragments. Pour cela, les fragments ont ete amplifies par 
PCR a partir des amorces suivantes : 

25 

A - oligonucleotide 5' dans G3BP (nucleotide 1) 
cccgtcgacatggtgatggagaagcctagtcccctg 
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B - oligonucleotide 5' dans G3BP (nucleotide 42) 

cccgggtcgactttgtgagacagtattacaca 

C - oligonucleotide 3' dans G3BP ( nucleotide 150) 

cccgggtgcggccgcctttccatttgaatccaatcc 



Les fragments (1-150 ) et (42-150) ont ete amplifies par PCR (30 cycles a 
50°C), hydrolyses par les enzymes de restriction Sail et Notl, puis inseres dans le 
vecteur commercial pCMV / cyto ( Invitrogen, pShooter Vector manual II, version 
C). 

10 Les sequences des fragments obtenus sont decrites ci-dessous : les sequences 

provenant du vecteur et qui seront traduites sont inscrites en majuscules, les 
sequences du cDNA G3BP sont indiquees en minuscules. Les regions soulignees 
correspondent aux sequences du vecteur codant pour le Tag myc). 



15 (fragment 1-150) 

5'ATGGCCCAGGTGCAGCTGCAGGTCatggtgatggagaagcctagtcccctgctggtc 
gggcgggaatttgtgagacagtattacacactgctgaaccaggccccagacatgctgcatagattttatggaaag 
aactcttcttatgtccatgggggattggattcaaatggaaagGCGGCCGCAGAACAAAAACT 
20 CATCTCAGAAGAGGATCTGAATGGGGCCGCATAG 3' 

Le polypeptide correspondant est presente ci-dessous. Ce polypeptide 
comprend le fragment correspondant aux acides amines 1 a 50 de la proteine G3BP 
dont la sequence est presentee dans la sequence SEQ ID N°l, ce fragment apparait ci- 
25 dessous en caractere gras. 
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MAQVQLQVMVMEKPSPLLVGREFVRQYYTLLNQAPDMLHRFYGKNSSY 
VHGGLDSNGKAAA EQKLISEEDLNGAA 

(fragment 42-150) 

5 

5'ATGGCCCAGGTGCAGCTGCAGGTCtttgtgagacagtattacacactgctgaaccagg 
ccccagacatgctgcatagattttatggaaagaactcttcttatgtccatgggggattggattcaaatggaaagGC 
GGCCGCA GAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTG AATGGGGC 
CGCATAG 3' 

10 

Le polypeptide correspondant est presente ci-dessous. Ce polypeptide comprend le 
fragment correspondant aux acides amines 15 a 50 de la proteine G3BP dont la 
sequence est presentee dans la sequence SEQ ID N°l, ce fragment apparait ci-dessous 
en caractere gras. 

15 

MAQVQLQVFVRQYYTLLNQAPDMLHRFYGKNSSYVHGGLDSNGKAAAE 

QKLISEEDLNGAA 

Les constructions comportant les fragments 1-150 et 42-150 de la sequence 
20 nucleotidique de G3BP ont ete transferees dans des lignees transformees NIH3T3Ras 
et NIH3T3Raf Ces lignees ont ete obtenues apres transformation de cellules NIH3T3 
par Foncogene Ki-RasVall2, ou par la forme virale oncogenique de v-Raf. 

Pour la detection de Tapoptose, 2 mg de plasmide ont ete transfectes par la 
lipofectamine (Gibco-BRL), et l'apoptose a ete mesuree 48 heures apres la 
25 transfection par une analyse au FACS. Les cellules en apoptose correspondent aux 
cellules en phase subGl. 

Dans ces conditions, la construction exprimant le fragment 1-150 de la 
sequence de G3BP (codant pour le fragment de G3BP comprenant les acides amines 1 
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a 50) est capable d'induire l'apoptose (facteur4) , alors que la construction exprimant 
le fragment 42-150 de la sequence de G3BP (codant pour le fragment de G3BP 
comprenant les acides amines 1 5 a 50) ne presente pas cette propriete. 

Ces resultats designent le domaine correspondant aux acides amines 1 a 14 de 
5 G3BP comme un domaine implique dans l'induction de l'apoptose. L'identification 
de ce domaine de G3BP et la mise en evidence du role des polypeptides comprenant 
le domaine correspondant aux acides amines 1 a 14 de G3BP dans le controle de 
Fapoptose permet d'envisager Putilisation de ces polypeptides pour la prevention, 
Amelioration et/ou le traitement des pathologies impliquant une hyperproliferation 
1 0 cellulaire. 

Exemple 9, Construction de proteines de fusion avec des fragments de 
huG3BPl. 

Des constructions permettant 1' expression des peptides identifies dans 
15 Texemple 7 sont realisees. Les sequences correspondant aux peptides sont fiisionnees 
a la proteine GST(Glutathion S-transferase) afin de les stabiliser. 

Sequences des oligonucleotides : 

Chaque oligonucleotide sens est borde en 5' de 4 nucleotides pour reconstituer 
un site Ncol, et en 3' d'un codon stop (TAA) et d'un nucleotide pour former un site 
20 BamHI. 

sq22s : tatgctgctgaaccaggccccagacatgctgcatagattttattaag 
sq22as : gatccttaataaaatctatgcagcatgtctggggcctggttcagcagca 
(sequence 66-105) 



WO 99/65947 



PCT/FR99/01453 



30 

sq 44g 1 s : tatgggattggattcaaatggaaagccagcagatgcagtctaag 
sq44g 1 as : gatccttagactgcatctgctggctttccatttgaatccaatccca 
(sequence 130-166) 

5 sq44g2s : tatgggagtagatgctagtggaaagccccaggaagctgtttaag 

sq44g2as : gatccttaaacagcttcctggggctttccactagcatctactccca 
(sequence 130-166) 

sq64s : tatgcagaaagaaatccacaggaaagtgatgtcacaaaacttctaag 
1 0 sq64as : gatccttagaagttttgtgacatcactttcctgtggatttctttctgca 

(sequence 172-21 1) 

sq65s : tatgaaagtgatgtcacaaaacttcaccaactgctaag 
sq65as : gatccttagcagttggtgaagttttgtgacatcactttca 
15 (sequence 190-220) 

Les oligonucleotides sont hybrides par paire par refroidissement de 80°C a 
temperature ambiante, phosphoryles par la T4 Polynucleotides Kinase (Boehringer), 
et inseres dans le vecteur « pBCcollGSTfusion » aux sites Ncol et BamHI. Ce vecteur 
20 permet l'expression dans les cellules eucaryotes d'une proteine de fusion GST a 
partir du promoteur SV40 (Genbank, X78316). Les plasmides sont alors transfectes 
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dans des lignees tumorales humaines, Hela et HI 299 (decrites dans le materiel et 
methodes) ; I'apoptose induite est mesuree au FACS comme decrit dans l'exemple 8. 
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LISTE DE SEQUENCES 

m INFORMATION GENERALE: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE -POULENC RORER S.A. 

(B) RUE: 20, avenue Raymond ARON 

(C) VILLE: ANTONY 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 

(ii) TITRE DE L» INVENTION: PEPTIDE CAPABLE DE SE LIER AU DOMAINE 
SH3 DE LA PROTEINE GAP. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 2 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D 1 EXPLOITATION: PC - DOS /MS - DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 466 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

Met Val Met Glu Lys Pro Ser Pro Leu Leu Val Gly Arg Glu Phe Val 
15 10 15 

Arg Gin Tyr Tyr Thr Leu Leu Asn Gin Ala Pro Asp Met Leu His Arg 
20 25 30 

Phe Tyr Gly Lys Asn Ser Ser Tyr Val His Gly Gly Leu Asp Ser Asn 
35 40 45 

Gly Lys Pro Ala Asp Ala Val Tyr Gly Gin Lys Glu lie His Arg Lys 
50 55 60 

Val Met Ser Gin Asn Phe Thr Asn Cys His Thr Lys lie Arg His Val 
65 70 75 80 

Asp Ala His Ala Thr Leu Asn Asp Gly Val Val Val Gin Val Met Gly 
85 90 95 

Leu Leu Ser Asn Asn Asn Gin Ala Leu Arg Arg Phe Met Gin Thr Phe 
100 105 110 

Val Leu Ala Pro Glu Gly Ser Val Ala Asn Lys Phe Tyr Val His Asn 
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115 120 125 

Asp lie Arg Tyr Gin Asp Glu Val Phe Gly Gly Phe Val Thr Glu Pro 
130 135 140 

5 

Gin Glu Glu Ser Glu Glu Glu Val Glu Glu Pro Glu Glu Arg Gin Gin 
145 150 155 160 

Thr Pro Glu Val Val Pro Asp Asp Ser Gly Thr Phe Tyr Asp Gin Ala 
165 170 175 

Val Val Ser Asn Asp Met Glu Glu His Leu Glu Glu Pro Val Ala Glu 
180 185 190 

Pro Glu Pro Asp Pro Glu Pro Glu Pro Glu Gin Glu Pro Val Ser Glu 
195 200 205 

lie Gin Glu Glu Lys Pro Glu Pro Val Leu Glu Glu Thr Ala Pro Glu 
210 215 220 

Asp Ala Gin Lys Ser Ser Ser Pro Ala Pro Ala Asp lie Ala Gin Thr 
225 230 235 240 

Val Gin Glu Asp Leu Arg Thr Phe Ser Trp Ala Ser Val Thr Ser Lys 
245 250 255 

Asn Leu Pro Pro Ser Gly Ala Val Pro Val Thr Gly lie Pro Pro His 
260 265 270 

Val Val Lys Val Pro Ala Ser Gin Pro Arg Pro Glu Ser Lys Pro Glu 
275 280 285 

Ser Gin lie Pro Pro Gin Arg Pro Gin Arg Asp Gin Arg Val Arg Glu 
290 295 300 

Gin Arg Xle Asn lie Pro Pro Gin Arg Gly Pro Arg Pro lie Arg Glu 
305 310 315 320 

Ala Gly Glu Gin Gly Asp lie Glu Pro Arg Arg Met Val Arg His Pro 
325 330 335 

Asp Ser His Gin Leu Phe lie Gly Asn Leu Pro His Glu Val Asp Lys 
340 345 350 

Ser Glu Leu Lys Asp Phe Phe Gin Ser Tyr Gly Asn Val Val Glu Leu 
355 360 365 

Arg lie Asn Ser Gly Gly Lys Leu Pro Asn Phe Gly Phe Val Val Phe 
370 375 380 

Asp Asp Ser Glu Pro Val Gin Lys Val Leu Ser Asn Arg Pro lie Met 
385 390 395 400 

Phe Arg Gly Glu Val Arg Leu Asn Val Glu Glu Lys Lys Thr Arg Ala 
405 410 ~ 415 

Ala Arg Glu Gly Asp Arg Arg Asp Asn Arg Leu Arg Gly Pro Gly Gly 
420 425 430 

Pro Arg Gly Gly Leu Gly Gly Gly Met Arg Gly Pro Pro Arg Gly Gly 
435 440 445 

Met Val Gin Lys Pro Gly Phe Gly Val Gly Arg Gly Leu Ala Pro Arg 
450 455 460 
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Gin Glx 
465 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 2 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2129 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 



(xi) DESCRIPTION : 


DE LA SEQUENCE: SEQ ID 


NO: 2: 






GCTTGCCTGT 


CAGGTCGACT 


CTAGAGCCCG 


GGTACCGAGC 


TCGAATTCGG 


CGGGGTTTGT 


60 


ACTATCCTCG 


GTGCTGTGGT 


GCAGAGCTAG 


TTCCTCTCCA 


GCTCAGCCGC 


GTAGGTTTGG 


120 


ACATATTTAC 


TCTTTTCCCC 


CCAGGTTGAA 


TTGACCAAAG 


CAATGGTGAT 


GGAGAAGCCT 


180 


AGTCCCCTGC 


TGGTCGGGCG 


GGAATTTGTG 


AGACAGTATT 


ACACACTGCT 


GAACCAGGCC 


240 


CCAGACATGC 


TGCATAGATT 


TTATGGAAAG 


AACTCTTCTT 


ATGTCCATGG 


GGGATTGGAT 


300 


TCAAATGGAA 


AGCCAGCAGA 


TGCAGTCTAC 


GGACAGAAAG 


AAATCCACAG 


GAAAGTGATG 


360 


TCACAAAACT 


TCACCAACTG 


CCACACCAAG 


ATTCGCCATG 


TTGATGCTCA 


TGCCACGCTA 


420 


AATGATGGTG 


TGGTAGTCCA 


GGTGATGGGG 


CTTCTCTCTA 


ACAACAACCA 


GGCTTTGAGG 


480 


AGATTCATGC 


AAACGTTTGT 


CCTTGCTCCT 


GAGGGGTCTG 


TTGCAAATAA 


ATTCTATGTT 


540 


CACAATGATA 


TCTTCAGATA 


CCAAGATGAG 


GTCTTTGGTG 


GGTTTGTCAC 


TGAGCCTCAG 


600 


GAGGAGTCTG 


AAGAAGAAGT 


AGAGGAACCT 


GAAGAAAGCA 


GCAAACACCT 


GAGGTGGTAC 


660 


CTGATGATTC 


TGGAACTTTC 


TATGATCAGG 


CAGTTGTCAG 


TAATGACATG 


GAAGAACATT 


720 


TAGAGGAGCC 


TGTTGCTGAA 


CCAGAGCCTG 


ATCCTGAACC 


AGAACCAGAA 


CAAGAACCTG 


780 


TATCTGAAAT 


CCAAGAGGAA 


AAGCCTGAGC 


CAGTATTAGA 


AGAAACTGCC 


CCTGAGGATG 


840 


CTCAGAAGAG 


TTCTTCTCCA 


GCACCTGCAG 


ACATAGCTCA 


GACAGTACAG 


GAAGACTTGA 


900 


GGACATTTTC 


TTGGGCATCT 


GTGACCAGTA 


AGAATCTTCC 


ACCCAGTGGA 


GCTGTTCCAG 


960 


TTACTGGGAT 


ACCACCTCAT 


GTTGTTAAAG 


TACCAGCTTC 


ACAGCCCCGT 


CCAGAGTCTA 


1020 


AGCCTGAATC 


TCAGATTCCA 


C C AC A AAGAC 


CTCAGCGGGA 


TCAAAGAGTG 


CGAGAACAAC 


1080 


GAATAAATAT 


TCCTCCCCAA 


AGGGGACCCA 


GACCAATCCG 


TGAGGCTGGT 


GAGCAAGGTG 


1140 


ACATTGAACC 


CCGAAGAATG 


GTGAGACACC 


CTGACAGTCA 


CCAACTCTTC 


ATTGGCAACC 


1200 


TGCCTCATGA 


AGTGGACAAA 


TCAGAGCTTA 


AAGATTTCTT 


TCAAAGTTAT 


GGAAACGTGG 


1260 
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1 brLxAbj I 1 bjLbf 


LAI XAALAL-X 


GGTGGGAAAT 


TACCCAATTT 


TGGTTTTGTT 


GTGTTTGATG 


1320 




Al 1L1 bjAb»LL 


mpmrnp A A A A 

x bf I x L Ab/AAA 


GTCCTTAGCA 


ACAGGCCCAT 


CATGTTCAGA 


GGTGAGGTCC 


1380 




blti br AA 1 br I 


L bAAbAbAAb 


AAGACTCGAG 


CTGCCAGGGA 


AGGCGACCGA 


CGAGATAATC 


1440 




bxLL- 1 I L»b7L7brbx 


ALL 1 LsbjAbfLL 


CCTCGAGGTG 


GGCTGGGTGG 


TGGAATGAGA 


GGCCCTCCCC 


1500 


10 


bj X bibf Ab/bfL. A 1 


ppfppp A r* A A A 
brbr i LL AbfAAA 


CCAGGATTTG 


GAGTGGGAAG 


GGGGCTTGCG 


CCACGGCAGT 


1560 


AA ILi 1 LA 1 L 


r* a rn/~Tnrn/^ A m/"i 
brA 1 L i TLATG 


CAGCCATACA 


AACCCTGGTT 


CCAACAGAAT 


GGTGAATTTT 


1620 




LbrALAbrLL I I 


1 Lbr TATCTTG 


GAGTATGACC 


CCAGTCTGTT 


ATAAACTGCT 


TAAGTTTGTA 


1680 




1 AA 1 X 1 1 AL- 1 


111111 GTGT 


GTTAATGGTG 


TGTGCTCCCT 


CTCCCTCTCT 


TCCCTTTCCT 


1740 




bALLl 1 I AG I 


/Trimm/"* 7\ /""Trim /-i 

LTTTCACTTC 


CAATTTTGTG 


GAATGATATT 


TTAGGAATAA 


CGGACTTTTA 


1800 


20 


CCCGAATTCG 


TAATCATGGT 


CATAGCTGTT 


TCCGTGTGAA 


ATTGTTATCC 


GCTCACAATT 


1860 


CCACACAACA 


TACGAGCCGG 


AAGCATAAAG 


TGTAAAGCCT 


GGGGTGCCTA 


ATGAGTGAGC 


1920 




TAACTCACAT 


TAATTGCGTT 


GCGCTCACTG 


CCCGCTTTCC 


AGTCGGGAAA 


CCTGTCGTGC 


1980 


25 


CAGCGCATTA 


ATGAATCGGC 


CAACGCGCGG 


GGAGAGGCGG 


TTTGCGTATT 


GGGCGCCAGG 


2040 




GTGGTTTTCT 


TTTCACCAGT 


GAGACGGGCA 


ACAGCTGATT 


GCCCTTCACC 


GCTGGCCCTG 


2100 




AGAGAGTTGC 


AGCAAGCGGT 


CCACGCTGG 








2129 



30 
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REVENDICATIONS 

1. Anticorps monoclonal dirige contre la proteine G3BP et capable d'induire 
l'apoptose dans differents types de cellules tumorales. 

2. Anticorps monoclonal capable de reconnaitre un epitope compris entre les 
5 acides amines situes aux positions 1 et 144 de la proteine G3BP. 

3. Anticorps monoclonal selon la revendication 1 ou 2, capable de 
reconnaitre un epitope compris entre les acides amines situes aux positions 1 a 72 de 
la proteine G3BP , de preference un epitope compris entre les acides amines situes aux 
positions 22 a 55 de la proteine G3BP, et de preference encore un epitope constitue 

1 0 par les acides amines situes aux positions 22 a 34. 

4. Anticorps selon les revendications 1 a 3 caracterise en ce qu'il s'agit de 
l'anticorps Mab 1F1 , secrete par la lignee d'hybridome G3B 1F1 1D1 deposee le 9 
juin 1998 aupres de la C.N.C.M. sous le numero 1-2038. 

5. Utilisation d'un anticorps selon l'une des revendications 1 a 4 pour 
1 5 Tobtention d'un medicament. 

6. Utilisation d'un anticorps selon Tune des revendication 1 a 4 pour 
l'obtention d'un medicament destine au traitement ou a la prevention des desordres 
hyperproliferatifs. 

7. Composition pharmaceutique comprenant une quantite therapeutiquement 
20 efficace des anticorps monoclonaux selon Tune des revendications 1 a 4, 

eventuellement melanges a un support pharmaceutiquement acceptable, ladite 
quantite etant therapeutiquement efficace pour induire Tapopotose dans des cellules 
tumorales. 

8. Lignee d'hybridome susceptible de secreter des anticorps monoclonaux 
25 selon Tune des revendications 1 a 4. 
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9. Lignee d'hybridome G3B 1F1 1D1 deposee le 9 juin 1998 aupres de la 
C.N.C.M. sous le numero de depot I- 2038. 

10. Procede de production d'anticorps monoclonaux capables d'induire 
l'apoptose dans differentes lignees tumorales caracterise en ce qu'il comprend (1) la 

5 fusion de cellules spleniques d'un animal immunise a l'aide de la proteine G3BP ou 
d'un fragment comprenant au moins une partie du domaine N-terminal (aa 1-144), 
avec des cellules myelomateuses dans des conditions permettant la formation 
d'hybridomes; (2), la detection et l'isolement de ceux desdits hybridomes qui 
secretent des anticorps monoclonaux capables d'induire Tapoptose dans differentes 
1 0 lignees tumorales. 

1 1. Utilisation d'un anticorps selon l'une des revendications 1 a 4 , comme 
reactif de diagnostique. 

12. Kit de diagnostic caracterise en ce qu'il comprend un anticorps selon 
l'une des revendications 1 a 4. 



15 
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EFFET DE L'INJECTION DU MAb 1F1 SUR LA 
VIABILITE PES CELLULES HCT116 




0 cellules mortes au 
temps t 

1 cumul des cellules 
mortes 



temps apres injection de l'anticorps (heures) 



Figure 3 
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10 20 30 40 50 

G3BP MVMEKPSPLLVGREFVRQYYTLLNQAPDMLHRFYGKNSSYVHGGLDSNGKPADAV 

• - ■■■ ■■ 

■■• • ■ mm mm 

G3BP2 MVMEKPSPLLVGREFVRQYYTLLN KAPEYLHRFYGRNSSYVHGGVDASGKPQEAV 

10 20 30 40 50 



60 70 80 90 100 110 

G3BP YGQ KEIHRKVMSQNFTNCHTKIRHVDAHATLNDGVWQVMGLLSNNNQALRRFMQ 



G3BP2 YGQNDIH HKVL SLNFSECHTKIRHVDAHATLSDGVW QVMGLLSNSGQPERKFMQ 

60 70 80 90 100 110 

120 130 140 

G3BP TFVLAPEGSVANKFYVHND I FRYQDEVFGGFVT 

G3BP2 TFVLAPEGSVPNKFYVHNDMFRYEDEVFGDSEP 

120 130 140 



FIGURE 4 



